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Abstract of EP 0296366 (A1) FI.G.-1 



An immunological method for the determination of 
an analyte in a sample, in which at least one partner 
in the immunological reaction is dissolved by a 
carrier material, where the analyte-containing 




sample is incubated with a labelled analyte- 
analogous or analyte-specific partner, which is dissolved by a carrier material, in an immunological reaction, is contacted with 
an excess of the analyte-specific partner in an immunological reaction, or is contacted with an excess of the analyte to be 
determined in carrier-bound form, the bound and the free portion of the resulting immune complexes are separated, and the 
labelling in the free or bound portion is measured, is characterised in that the carrier materia! additionally contains a 
detectable substance which does not influence the immunological reaction and which is eluted together with the partner in 
the immunological reaction,; and a measurement which is characteristic of the concentration of the detectable substance in 
the solution is related to the measurement for the analyte concentration in the sample. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrHTt ein heterogenes immunologisches Verfahren zur Bestimmung eines Analyten in 
einer Losung, bei dem mindestens ein Partner einer immunologischen Reaktion vor oder/und wahrend der 

s Inkubation von einem Tragermaterial gelost wird. 

Zu den heterogenen Immunoassays zahlen beispielsweise kompetitive Assays. Solche Testverfahren 
beinhatten im allgemeinen den Wettstreit zwischen einer bekannten Menge markiertem und einer unbekann- 
ten Menge unmarkiertem, zu bestimmendem Analyten urn eine begrenzte Menge eines analytspezifischen 
festphasengebundenen Partners einer immunologischen Reaktion. Nach Durchfuhrung der immunologi- 

w schen Reaktion kann der festphasengebundene markierte Analyt von dem freien markierten Analyten 
getrennt und mittels der Markierung seine Menge chemisch oder physikalisch bestimmt werden. Die Grofle 
des ermittelten Meflwertes ist umgekehrt proportional zur Menge des zu bestimmenden unmarkierten 
Analyten. Als Alternative kann auch die Menge des ungebunden gebliebenen markierten Analyten bestimmt 
werden. In diesem Falle ist die GroCe des Meflwertes direkt proportional zur Menge des zu bestimmenden 

15 Analyten. 

Ein Beispiel fur solche kompetitiven heterogenen Immunoassays sind ELISA-Teste (enzyme linked 
immunosorbent assay), bei denen als Analyt in einer Probe Oblicherweise Antigene bestimmt werden, die 
mit markierten Antigenen um festphasengebundene Antikorper konkurrieren. Als Markierung wird ein Enzym 
verwendet, wie z. B. 0-D-Galactosidase, Peroxidase oder alkalische Phosphatase. Prinzipiell kflnnen in 

20 kompetitiven Immunoassays jedoch alle moglichen Markierungen, wie z. B. radioaktive Isotope, Fluores- 
zenzmarker etc. eingesetzt werden. 

Bn anderer heterogener Immunoassay, bei dem ein Enzym als Markierung verwendet wird, ist der 
"immunoenzymometric assay" (IEMA). Im Gegensatz zu den ELISA-Testen werden hier beispielsweise zur 
Bestimmung von Antigenen markierte Antikorper und festphasengebundene Antigene eingesetzt. Zuerst 

25 findet in homogener Phase die Reaktion zwischen Antigen und einem Uberschufl an markiertem Antikorper 
statt. Dann wird der UberschujS an markiertem Antikorper durch festphasengebundenes Antigen entfernt und 
anschlie/tend die Menge der festphasengebundenen Markierung oder der ungebundenen Markierung 
bestimmt Auch hier ist im Falle der Bestimmung der festphasengebundenen Markierung die Gro/Je des 
Meflwertes umgekehrt proportional zur Menge des zu bestimmenden unmarkierten Antigens in der Probe. 

30 Die GrdBe des Meflwertes fur die nicht gebundene Markierung ist direkt proportional zur Menge des zu 
bestimmenden Antigens. 

Sehr oft werden heterogene Immunoassays so ausgefuhrt, dafi die einzelnen Reaktionspartner und 
Reagenzien manuell zusammengegeben werden und anschlie/tend inkubiert, die feste von der flussigen 
Phase manuell getrennt und gegebenenfalls nach einem Waschschritt die Menge der Markierung bestimmt 
35 wird. Um solche Immunoassays zu vereinfachen, ihre Empfindlichkeit und Reproduzierbarkeit zu erhohen, 
Zeit und Personaikosten zu sparen, wurden tragergebundene Tests oder automatisierte Testfuhrungen 
entwickelt 

Beispielsweise ist im USP 4,446,232 eine Vorrichtung zur Bestimmung von Antigenen beschrieben, 
welche aus zwei Zonen besteht. In der ersten Zone befinden sich enzymmarkierte Antikorper und 

40 immobilisierte Antigene. Die zweite Zone enthalt Material, welches in der Lage ist, mit den enzymmarkierten 
Antikorpern zu reagieren und eine Faroe zu produzieren. Wird eine Antigene enthaltende Probe auf eine 
solche Vorrichtung aufgegeben, reagieren die zu bestimmenden Antigene mit den enzymmarkierten 
Antikorpern. Oberschussige Antikorper werden (iber die immobilisierten Antigene an den Trager gebunden. 
Antikorper, die mit zu bestimmendem freiem Antigen reagiert haben, werden mit der Flussigkeit der Probe 

45 in die zweite Zone transportiert und verursachen dort aufgrund ihrer Enzymmarkierung die Bildung einer 
Faroe, deren Irrtensitat der zu bestimmenden Antigenkonzentration in der Probe proportional ist. 

EP-A 0 167 171 befaflt sich mit einem Verfahren und einer Vorrichtung zur automatisierten Durchfuh- 
rung analytischer, wie z. B. immunologischer Bestimmungen. Zur Bestimmung eines Haptens oder Antigens 
in einer Probeflussigkeit wird ein Antikorper-Enzym konjugat, das sich in bekannter Menge auf einem 

50 Reagenztrager befindet. von diesem eluiert und mit der Probelosung inkubiert. Es bildet sich ein loslicher 
Komplex aus Hapten bzw. Antigen und Konjugat, der neben uberschussigem freiem Konjugat vorliegt Unter 
dem Bnflufi von Kraftanderungszyklen wird diese Mischung dann einem Bereich zugefuhrt, in dem weiteres 
Hapten bzw. Antigen in unlQsIicher Phase vorliegt. Noch vorhandenes uberschussiges Konjugat wird dort 
festgehalten, wShrend die den Haptenkonjugatkomplex bzw. Antigenkonjugatkomplex enthaltende Flussig- 

55 keit zu einem Trockenreagenz zur Bestimmung des im Konjugat gebundenen Enzyms weitertransportiert 
wird, dieses auflost bzw. eluiert und in einem weiteren KraftSnderungszyklus schlieBlicn zu einer Mefikuvet- 
te transportiert wird, in der eine durch das Enzymreagenz. hervorgerufene physikalische Anderung gemes- 
sen wird. 
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Tragergebundenen Tests und automatisierten Testfuhrungen ist oft gemeinsam, daB ein markierter 
Reaktionspartner einer immunologischen Reaktlon in bekannter Konzentration und Menge in einem Trager- 
material voriiegt und aus dieser so eluiert werden mufi, daB auch die eiuierte Menge des markierten 
Reaktionspartners genau bekannt ist. Zur Bestimmung der Markierung als letzter Schritt heterogener 

s Immunoassays wird der Mefiwert mitteis einer Bchkurve der Analyt-Konzentration zugeordnet, die den zu 
bestimmenden Wert darstellt. Urn reproduzierbare Ergebnisse zu erzielen, mUssen die zu bestimmenden 
Proben unter den gleichen Bedingungen gemessen werden wie die zur Erstellung der Eichkurve verwende- 
ten Proben bekannter Konzentration. Wichtig fOr die Reproduzierbarkeit und PrSzision von tragergebunde- 
nen Oder automatisierten heterogenen Immunoassays ist vor allem die Kenntnis der genauen Konzentration 

70 des markierten Reaktionspartners der immunologischen Reaktion in der Inkubationsldsung. Probleme 
konnen sich dann ergeben, wenn unterschiedliche Chargen an Tragermateriaiien, markierten immunologi- 
schen Reaktionspartnem oder mit diesen impragnierten Tragermateriaiien voriiegen. 

Die eiuierte Konzentration des markierten Reaktionspartners einer immunologischen Reaktion, z. B. des 
Enzym-Antikorper-Konjugats in einem lEMA-Test, ist bei tragergebundenen Tests und solchen automatisier- 

75 ten Testfuhrungen, bei welchen ein mit einem Enzym-Antikorper-Konjugat impragniertes Tragermaterial 
eingesetzt wird, au/3er yon der eigentlichen Konzentration der Reaktionspartner auf dem Tragermaterial 
sowohl von der Qualitat des Tragermaterials als auch von der Konjugatqualrtat abhangig. Grfindefur 
unterschiedliche Konzentrationseinstellungen des markierten Reaktionspartners einer immunologischen Re- 
aktion, wie in einem Test nach USP 4,446,232 oder EP-A 0 167 171, konnen in unterschiedlichen Chargen 

20 z. B. sein: 

- Die chargenabhangige Beschaffenheit des Konjugats aus Markierung und Partner einer immunologi- 
schen Reaktion, 

- unterschiedliches SaugverhaJten und unterschiedliche Eluierbarkeit infolge von Inhomogenitaten des 
Tragermaterials 

25 - oder unterschiedliche Konjugatmenge auf dem einzelnen Testbezirk durch inhomogene Beladung und 
Abmessungstoleranzen bei der Herstellung der einzelnen Testbezirke aus dem Tragermaterial. 
Die hierdurch verursachten unterschiedlichen Konzentrationen an markiertem Reaktionspartner einer 
immunologischen Reaktion im Eluat konnen zu Ergebnissen mit relativ grofien Variationskoeffizienten 
fuhren. 

30 Es bestand deshalb Bedarf an einem heterogenen immunologischen Verfahren, bei dem das Ergebnis 
nicht durch die von Probe zu Probe moglicherweise schwankenden Mengen des von einem festen 
Tragermaterial eluierten markierten Reaktionspartners einer immunologischen Reaktion beeinfluBt wird. 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, diesen Bedarf zu befriedigen. 

Gelost wird diese Aufgabe erfindungsgemaB durch ein heterogenes immunologisches Verfahren zur 
35 Bestimmung eines Anaiyten in einer Probe, bei dem mindestens ein Partner der immunologischen Reaktion 
von einem Tragermaterial gelost wird, wobei die analytenthaltende Probe 

mit einem von einem Tragermaterial gelosten, markierten anaiytspezifischen Partner einer immunologischen 
Reaktion inkubiert, 

mit einem OberschuB des zu bestimmenden Anaiyten in tragergebundener Form kontaktiert, 
40 der gebundene und der freie Anteil der so entstandenen Immunkomplexe getrennt und 
die Markierung im freien oder gebundenen Anteil gemessen wird, 
dadurch gekennzeichnet daB 

das Tragermaterial zusatzlich eine detektierbare, die immunologische Reaktion nicht beeinflussende Sub- 
stanz enthalt. die zusammen mit dem Partner der immunologischen Reaktion eluiert wird 
45 und man einen fUr die Konzentration der detektierbaren Substanz in der LSsung erhaftenen charakteristi- 
schen MeBwert mit dem MeBwert fOr die Analyt-Konzentration in der Probe in Beziehung setzt. 
Hierbei konnen Analyte sowohl jede Art von Haptenen oder Antigenen als auch Antikorper sein. 
Partner einer immunologischen Reaktion sind jeweils ein Hapten oder Antigen und ein gegen dieses 
Hapten oder Antigen gerichteter und mit diesem reagierender Antikorper. Solche reaktionsfahigen Partner 
so einer immunologischen Reaktion reagieren miteinander sehr spezifisch unter Bildung von Immunkomplexen 
(Hapten-Antikorper- oder Arrtigen-Antikorper-Komplexen). Der immunologische Partner, der mit dem zu 
bestimmenden Anaiyten so reagieren kann, wird deshalb als "analytspezifisch" bezeichnet. 

Ais detektierbare Substanz kommen alle diejenigen Stoffe in Frage, die aufgrund ihrer physikalischen 
Eigenschaften, wie Radioaktivitat, Fluoreszenz. Farbe usw., eine Messung ihrer Konzentration erlauben und 
55 die gleichzeitig ein vergleichbares Elutionsverhaiten wie das zu eluierende Kbnjugat aus immunologischem 
Reaktionspartner und Markierung aufweisen. Als besonders geeignet haben sich fluoreszierende Verbindun- 
gen und Farbstoffe erwiesen. 

Je nach der Natur des Konjugats aus immunologischem Reaktionspartner und Markierung ist die 
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detektierbare Kontrollsubstanz zu wahlen. Diese darf weder die chemisch8n und physikaJischen Bgenschaf- 
ten des immunologischen Reaktionspartners oder der Markierung noch die Reaktion des. Konjugats aus 
Markierung und immunologischem Reaktionspartner mit einem zu bestimmenden zwerten immunologischen 
Reaktionspartner beeinflussen. Auch die Messung der Markierung darf durch die detektierbare Substanz 
5 nicht gestdrt werden. Besonders wichtig ist es ( dafi die detektierbare Substanz, die zusammen mit dem 
Konjugat aus Markierung und immunologischem Reaktionspartner im Tragermaterial impragniert vorliegt, 
die Stabilrtat der Markierung nicht beeinfluflt. Au/terdem ist es weiterhin wichtig, dafl die Homogenitat der 
Tranklosung durch die Kontrollsubstanz nicht beeinfluflt wird. 

Insbesondere hangt die Wahl einer detektierbaren Kontrollsubstanz von der Natur der Markierung des 

10 immunologischen Reaktionspartners ab. Wird beispielsweise ein Enzym zur Markierung des immunologi- 
schen Reaktionspartners eingesetzt, das mit Hilfe eines chromogenen Substrates nachgewiesen wird, so 
eignet sich als detektierbare Substanz insbesondere ein Farbstoff, dessen Absorptionsbereich hinreichend 
deutlich abweicht von dem Absorptionsbereich des chromogenen Substrates bzw. der Substanz, die durch 
die enzymatische Umsetzung hieraus entsteht Es kann in einem solchen Fall auch eine Substanz 

75 ausgewahlt werden, die mit Hilfe eines verschiedenen physikalischen MeBverfahrens detektiert werden 
kann, z. B. ein fluoreszierender Farbstoff oder eine radioaktiv markierte Substanz, die fluorometrisch bzw. 
radiometrisch gemessen werden kann. Zahlreiche weitere geeignete Kombinationen von Markierung und 
detektierbarer Substanz lassen sich ohne weiteres aufgrund der obigen AusfGhrungen ableiten. FQr den 
speziellen Fall, dai3 £-Galactosidase als Markierung eingesetzt wird, die durch o-Nitrophenylgalactosid oder 

20 Chlorphenolrotgalactosid nachgewiesen werden kann, ist als detektierbare Substanzen die Gruppe der 
Patentblaufarbstoffe besonders geeignet. Die Absorption von o-N'rtrophenol und Chlorphenolrot. die aus den 
entsprechenden Galactosiden durch die Gaiactosidase freigesetzt werden, liegt in dem Bereich unterhalb 
600 nm. Die Patentblaufarbstoffe zeigen Absorptionen, die oberhalb dieses Bereiches liegen. Diese 
Farbstoffe konnen somit bei 650 nm unabhangig und ohne Storung der 0-Galactosidase- Messung gemes- 

25 sen werden. 

Patentblaufarbstoffe sind bekannte Farbstoffe mit folgender Struktur: 
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40 in der 

R 1 eine niedere Alkyl- oder Aralkylgruppe 
R 2 Wasserstoff Oder eine Hydroxygruppe und 
M ein Alkali- oder ein Erdalkaliaquivalent 
bedeuten. 

45 Unter einer niederen Alkylgruppe des Substituenten R 1 wird eine geradkettige oder verzweigte, 
gesattigte oder ungesattigte Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 6, vorzugsweise 1 bis 4 Kohlenstoffatomen 
verstanden. Der Aralkylrest des Substituenten R 1 weist eine Kohlenwasserstoffkette mit 1 bis 3 Kohlenstoff- 
atomen auf, die mit einem oder mehreren aromatischen Resten, vorzugsweise Phenylrest, substituiert ist 
Besonders bevorzugt ist der Benzylrest. Als Alkaliatome kommen vorzugsweise Natrium und Kalium, aJs 

so Erdalkafiatome Magnesium und Calcium in Frage. Besonders geeignet sind die Farbstoffe Disutfinblau (R 1 
= C2H5; R 2 = H; M = Na) sowie Patentblau AF (Acid Blue 7; R 1 = CHa-CeHs; R 2 = H; M = Na). 

Als Tragermaterialien sind alle Oblichen Stoffe einsetzbar, die zur Impragnierung mit immunologischen 
Substanzen geeignet sind. Im Sinne der voriiegenden Erfindung haben sich besonders bewahrt: Cellulose, 
Papier oder auch Kunststoffmaterialien und Gemische hiervon. 

55 Zur Herstellung eines Tragermaterials, das sowohl mit detektierbarer Substanz als auch mit Konjugat 
impragniert ist. wird zweckmafligerweise die detektierbare Substanz der Konjugattranklosung zugesetzt 
Das Tragermaterial wird mit dieser Losung getrankt und anschlieflend getrocknet. Ein weiterer Gegenstand 
der Erfindung ist demnach ein Mittel zur immunologischen Analytbestimmung in einer Probe enthaltend ein 
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TrSgermaterial. welches mit einem markierten analytanalogen bzw. analytspezifischen Partner einer immu- 
nologischen Reaktion impragniert ist, dadurch gekennzeichnet, da/3 es zusatzlich mit einer detektierbaren 
Substanz impragniert ist. 

Wird ein so hergestelltes Tragermaterial in einem heterogenen immunologischen Test eingesetzt, so 
5 wird sowohl der markierte analytanaJoge bzw. analytspezifische Partner einer immunologischen Reaktion als 
auch die detektierbare Substanz aus dem Tragermaterial eluiert. Die detektierbare Substanz unterliegt 
sowohl auf dem Tragermaterial als auch in der Eiutionslosung denselben Konzentrationsschwankungen wie 
der markierte Partner der immunologischen Reaktion. Die detektierbare Substanz beteiligt sich nicht an der 
immunologischen Reaktion. Nach Inkubation und Trennen des gebundenen und freien Anteils wird einmal 
/o die Markierung in ublicher Weise bestimmt und zum anderen die geloste Menge der detektierbaren 
Substanz ermittelt Aus von Probe zu Probe festgestellten Schwankungen des Me/3signals fur die detektier- 
bare Substanz kann unmittelbar auf analoge Konzentrationsschwankungen des markierten Partners der 
immunologischen Reaktion geschlossen werden. 

Hierzu wird die Intensitat des Meflsignals fur die detektierbare Substanz, z. B. des Patentblau -Signals 
f5 bei 650- nm, in mehreren Tests einer Testcharge gemessen, der Mittelwert gebildet und die Abweichung 
des jeweiligen Meflwertes vom Mittelwert in % berechnet Dieser Prozentwert wird dann zur Korrektur des 
Me/Jwertes einer Analytbestimmung herangezogen. 

Bei /3-Galactosidase als Markierung senzym wurde z. B. ein Hnearer Zusammenhang zwischen der 
Farbintensitat der von dem Tragermaterial eluierten Farbstoffe, z. B. Disulfinblau oder anderen Patentblau- 
20 farbstoffen, und der eluierten Enzym markierung gefunden. Eine Anderung in der eluierten Enzym markie- 
rung fUhrt zu einer entsprechenden Anderung des Me/3werts fur die detektierbare Substanz, d. h. eine 
Schwankung in der Konjugatdosierung schlagt vollstandig auf das Kontrollsignal durch, wobei hierunter im 
speziellen Fall eines Farbstoffs als detektierbare Substanz die Farbintensitat verstanden wird. 

Wird eine Probe mit dem zu bestimmenden Analyten mit einem Uberschufl an analytspezifischem 
25 Partner der immunologischen Reaktion, der beispielsweise mit jS-Galactosidase markiert ist und zusammen 
mit einer detektierbaren Substanz, z. B. Disulfinblau, aus einem Tragermaterial eluiert worden ist, inkubiert 
und wird anschlie/tend der uberschussige Partner der immunologischen Reaktion mit an eine Matrix 
gebundenem Analyten abgefangen und schliefllich eine charakteristische MeCgro/te fOr die Markierung und 
fUr die detektierbare Substanz ermittelt, so erhalt man als Me/3ergebnis: 
30 1 . Signal fur detektierbare Substanz: Xp 
2. Signal fur Markierung: X A . 

Aus X A laBt sich aus einer in ublicher Weise gewonnenen Eichkurve die Konzentration des Analyten C A 
ermitteln. 

Diese Analytkonzentration kann anhand des Signals fOr die detektierbare Substanz nach folgender 
35 allgemeiner Beziehung korrigiert werden: 



C. . . = C A + f . ( X F " X F) • C A 
40 korrigiert A =■ — — — A 

X F 



Hierin bedeuten: 



45 CkorrfQiert = korrigierte Analytkonzentration (verbessertes MeBergebnis) 

C A = Analytkonzentration (aus Meflwert uber Eichkurve ermittelt) 

X F = Signal fOr die detektierbare Substanz der jeweiligen Bestimmung 

5f F = Mittelwert Signal fur die detektierbare Substanz fOr eine Testcharge 

f = analytspezifischer empirischer Faktor 



so Den Mittelwert )?f erhalt man, indem man die Signale fQr die detektierbare Substanz von mehreren 
Tests einer bestimmten Testcharge in oben erwahnter Weise ermittelt und hieraus den Mittelwert errechnet . 
Unter einer Testcharge werden hierbei alle Tests verstanden, bei deren Herstellung zur Impragnierung des 
Tragermaterials dieselbe f ranklosung mit dem markierten Partner der immunologischen Reaktion und der 
detektierbaren Substanz verwendet worden ist. 

55 Der analytspezifische Faktor f wird ermittelt, indem man in vorstehender Weise mehrere Proben mit 
bekannten Anaryt-Konzentrationen vermiflt, die gefundenen Mefidaten in obige Gleichung einsetzt und unter 
Berucksichtigung des chargenspezifischen Mittelwertes 5? F den jeweils zugehorigen Faktor f als Mittelwert 
berechnet. Als Konzentration 010,^^ ist hierbei jeweils die vorbekannte Analytkonzentration einzusetzen. 
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Es hat sich gezeigt, daB auf diese Weise ein fur einen bestimmten Analyten spezifischer Faktor erhalten 
wird. 

Dieser betragt beispielsweise fur Digoxin 0,5 und fur T3 0,65. Mit Hilfe des erfindungsgemaBen 
Verfahrens ist es moglich, die Stabilitat von Konjugattranklosungen durch Messung nach verschiedenen 

5 Zeiten zu kontrollieren, Bilanzierungsschwierigkeiten bei der Oberprttfung von Trocknungsverlusten und 
Wiederfindung zu vermeiden, Chargenhomogenitaten zu uberprufen, Schwankungen von Markierungseigen- 
schaften, wie z. B. der enzymatischen Aktivitat, die durch RohstoffeinflQsse bedingt sein konnen, durch 
Referenzmessung zu erfassen und den EinfiuB von Konzentrationsschwankungen des Konjugats auf den 
gesamten immunologischen Test zu Gberprufen. 

10 Ein Beispiel fur eine Vorrichtung, mit der das erftndungsgemaBe Verfahren durchgefuhrt werden kann, 
zeigt Rg. 4. 

Die Vorrichtung 1 besteht aus einer Grundfolie 2, auf welcher das mit einer detektierbaren Substanz 
standardisierte erfindungsgemaBe Konjugatvlies 3, einer Matrix 4, die einen OberschujJ des zu bestimmen- 
den Analyten in tragergebundener Form enthalt, sowie eine Folie 5, die uber eine Klebestelle 6 an der 
75 Grundfolie 2 befestigt ist. Auf die Folie 5 ist ein Substratfilm 7 auf der der Matrix zugewandten Seite der 
Folie aufgetragen. 

Zur Bestimmung eines Analyten in einer Fliissigkeit wird die Probe auf das Konjugatvlies 3 aufgegeben. 
Die Fliissigkeit mit den aus Vlies 3 gelosten Stoffen wird durch Kapillarkrafte in die Matrix 4 transportiert. 
Zur Messung der Menge an Markierung wird die Folie 5 mit dem Substratfilm 7 auf die Matrix aufgepreBt. 
20 Nach einem festgelegten Zeitpunkt wird der MeBwert fur die detektierbare Substanz und der durch die 
Reaktion dsr Markierung mit dem Substrat verursachte MeBwert ermittelt. Die Analytkonzentration wird. wie 
oben beschrieben, korrigiert. 

Die vorliegende Erflndung ist selbstverstandlich nicht auf eine Vorrichtung gemSB Rg. 4 beschrSnkt. 
FOr heterogene Immunoassays einsetzbare Vorrichtungen konnen ohne wefteres von einem Fachmann in 
25 erfindungsgemaBer Weise modifiziert werden. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung eines Tragermaterials welches mit einem 
aufgrund seiner physikaiischen Eigenschaften detektierbaren Stoffes zur Kontrolle der Konzentration eines 
von einem Tragermaterial eluierten markierten Partners einer immunologischen Reaktion impragniert ist. 
Solche Stoffe, die aufgrund ihrer physikaiischen Eigenschaften detektierbar sind, sind insbesondere fluores- 
30 zierende Verbindungen Oder Farbstoffe. Besonders bevorzugt sind zur Kontrolle der Konzentration B- 
Galactosidasemarkierter Antikorper Patentblaufarbstoffe, wie Disulfinblau. 

In Rg. 1 ist ein Einsatzelement zur Bestimmung eines Analyten gezeigt, welches im erfindungsgema- 
flen Verfahren eingesetzt werden kann. Die Bezugszeichen haben dabei folgende Bedeutung: 



a Kammer, welche ein mit Hiifsstoffen impragniertes Vlies enthalt. 

35 b Kammer, welche ein Vlies enthalt, das mit Anti-T3-MAK-Fab-Fragment / B-Galaktosidase- 
Konjugat impragniert ist 

c Kammer mit Trennmatrix, die T3 unloslich gebunden enthalt 

AK Kammer mit einem Leervlies. 

d Kammer, welche ein mit Chlorphenoirotgalactosid impragniertes Vlies enthalt 

40 VK 1-3 Ventilkammern 

P Probenauftragskammer 

K KGvette 

Rg. 2 zeigt eine Eichkurve zur Bestimmung von T3. 

Rg. 3 zeigt eine Eichkurve zur Bestimmung von Digoxin. 

45 Rg. 4 zeigt eine oben erlauterte Vorrichtung zur Durchfuhrung des enindungsgemaBen Verfahrens. 



Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Bestimmung eines Partners einer immunologischen Reaktion und 
die Verwendung hierzu geeigneter detektierbarer Substanzen wird durch die folgenden Beispiele naher 
erlautert. 

50 Beispiel 1 

Herstellung eines mit Patentblaufarbstoff standardisierten Konjugatvlieses 

Vliesmaterial (80 % Polyester, 20 % Zellwolle, mit Kuralon® verfestigt; Saugkapazitat ca. 600 ml/m 2 ) 
55 wird mit einer LQsung der folgenden Zusammensetzung getrankt und mit Umluft getrocknet 
TrSnkidsung 

Natrium-HEPES-FWer. 100 mM, pH 7.25 
. Polyoxygelatine 1 % 
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Magnesium-Aspartat 5 mM 

Anti-T3-monoklonaler Antikorper Fab-Fragment 280 U/1 
Disulfinblau 0.01 5 %o 



5 Beispiel 2 

Bestimmung von T3 
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A) Bestimmung von T3 als Beispiel eines Haptens gemafl EP-A 0 167 171 unter Verwendung eines 
Bnsatzelementes gem a/3 Fig. 1 (Konjugatvlies ohne detektierbare Substanz) 
Bestuckung des Einsatzelem antes gema/3 Fig. 1 
Kammer a) 2 Vliese, je 0,5 mm dick 

impragniert mit 

Na-HEPES, 125 mM, pH 7,25 

Tween®20, 0,25 % 

bzw. 

ANS 0,06 % (ANS = Anilino Naphthalin Sulfonsaure), 
Tween®20, 0,01 % 

Kammer b) 2 Leervliese, 1 Konjugatvlies, jeweils 0,5 mm dick, impragniert mit 

Anti-T3-monoklonaIer Antikorper Fab-Fragment, gebunden an 0-GaIactosidase 1,6 
mU (Fab-E) 

Na-HEPES, 100 mM, pH 7,25 
Polyoxygelatine 1 % 
Mg-Aspartat, 5 mM 

Kammer c) Trenn-Matrix, 2 Vliese, je 0,7 mm dick T3, unloslich gebunden an das Matrixvlies 

Kammer AK) 1 Vlies von 1 mm Dicke 

Kammer d) 1 Vlies von 0.5 mm Dicke, impragniert mit 

Na-HEPES, 100 mM. pH 7.25 

Borsaure, 5 mM 

Chlorphenolrotgalactosid 18 mM 
Flussigkeitspipettierungen: 

Es werden 5 ul Probelosung in die Probenauftragskammer P pipettiert, gefolgt von 50 ul Diluens 
(physiologische Kochsalzlosung). Die Mischung der Komponenten erfolgt durch den Pipettiervorgang. In 
Kammer c werden 40 ul Diluens pipettiert. 

ReaktionsfUhrung: 

Die auf die Matrix (c) pipettierte ROssigkeit wird in die Auffangkammer (AK) 
geschleudert. Durch diesen Waschvorgang der Matrix werden Hapten molekule, 
deren Bindung zur Matrix sich wahrend der Lagerung gelost hatte, entfernt. 
Diese Molekule wurden ansonsten wie Probe wirken und das Ergebnis verfai- 
schen. Die Probeflussigkeit uberstromt gleichzeitig Kammer a, lost dabei die 
dort befindlichen Reagenzien und es kann in der Ventilkammer VK1 eine 
Vorreaktion stattfinden. Die Ablosereaktion, bei der ANS das T3 aus der 
Bindung mit den Bindungsproteinen (vorwiegend Thyroxin bindendes Globulin 
(TBG)) lost. mufl nicht vollstandig sein, da eine Weiterreaktion in VK2 hier 
moglich ist. 

Die Probe geht in Kammer b, hier wird das Fab-Enzym-Konjugat abgeiosL 
Die Probe wird in VK2 befordert Diese Zentrifugation wird fur funf Minuten 
aufrechterhalten. Dabei reagiert das T3 aus der Probe mit dem Fab-Enzym- 
Konjugat (Fab-E) zu dem Komplex T3* Fab-E. 

Die Probe geht auf Vlies in Kammer c. Hier bindet uberschussiges Fab-E an die 
Matrix uber das matrixgebundene T3. Diese Reaktion dauert funf Minuten. 
Der erste Teil der Flussigkeit fullt die Auffangkammer vollstandig, der grofiere 
Teil wird uber Vlies in Kammer d in die VK 3 geschleudert Von d wird dabei 
das Substrat heruntergelost 
Die reagierende Losung verlatft VK 3. 

Die Losung wird in die Kuvette transportiert und die Reaktion absorptionsphoto- 
metrisch bei 578 nm verfolgt Die KonjugatmolekQIe, welche T3 aus der Probe 



1 . Zentrifugation 



1. Stillstand 

2. Zentrifugation 



2. Stillstand 



3. Zentrifugation 



3. Stillstand 
Meflzentrifugation 
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gebunden hatten, konnten die Matrix passieren und es befindet sich jetzt eine 
der Konzentration T3 entsprechende Menge Enzym in der Kuvette. Die gemes- 
sene Farbzunahme pro Zeiteinheit ist daher ein Ma£ fur die Konzentration T3 in 
der Probe. 

Wegen der Proportionalitat zwischen Enzym und Analyt werden lineare Eichkurven erhalten. Dies 
zeigt Fig. 2. 

B) Bestimmung von T3. wie vorstehend unter A beschrieben, unter Verwendung eines Einsatzeiementes 
gemafl Fig. 1, wobei das Konjugatvlies in Kammer b zusatzlich mit Disulfinblau, wie in Beispiei 1 
beschrieben, imprSgniert ist. 

Die Bestuckung des Bnsatzelementes gemafl Rg. 1 erfolgt in analoger Weise wie unter A 
beschrieben. Lediglich in Kammer b wird anstelle des unter A verwendeten Konjugatviieses ein nach 
Beispiei 1 hergestelltes Konjugatvlies mit Disulfinblau als detektierbare Substanz verwendet 

Die Abfolge der Zentrifugationen und StillstSnde erfolgt wie in Abschnitt A unter ReaktionsfOhrung 
beschrieben. Zusatzlich zu der bei 578 nm gemessenen Absorptionsanderung, die durch die enzymati- 
sche Reaktion hervorgerufen wird, wird bei 650 nm die Absorption des DlsulfinbJaus bestimmt 

C) Vergleich der Ergebnisse nach A) und B) 

Zum Vergfeich der Ergebniss~e nacrTMethode A) und Methode B) werden am geeignetsten die 
Variationskoeffizienten herangezogen. 

Hierzu werden jeweils n Bestimmungen mit Standardlosungen a, b und c mit bekannten T3- 
Konzentrationen (1.74 ng/ml, 2.82 ng/ml bzw. 5.17 ng/ml) nach A) bzw. B) durchgefQhrt. Aus den 
MeBwerten X A fur das Enzymsubstrat werden mittels der Bchkurve (Fig. 2) die zugehorigen T3- 
Konzentrationen C A ermitteit. Bei Methode A) erhalt man hieraus direkt nach bekannten mathematischen 
Methoden den Variationskoeffizienten VK(A). Bei Methode B) wird zusatzlich zu dem Substratsignal ein 
Signal fiir das Disuffinblau X F gemessen. Aus den Einzelsignalen Xp wird der fur die Testcharge gQltige 
Mittelwert des Disulfinblaus 5? F berechnet. Uber die oben genannte Beziehung werden zu den jeweiligen 
Meflwerten Xp und C A die zugehorigen korrigierten T3-Konzentrationen C korrtgfErt ermitteit, wobei als 
analytspezifischer empirischer Faktor f der oben angegebene Wert von 0,65 eingesetzt wird. Mit diesen 
laflt sich der Variationskoeffizient VK(B} berechnen. Die Ergebnisse sind in folgender Ubersicht zusam- 
mengestellt 



Standard T3 -Konzentration n VK (A) VK (B) 

losung ng/ml % % 

a 1.74 32 6.5 5.1 

b 2 .82 32 5 .6 4 .4 

c 5.17 32 4.5 3.4 



Die vorstehenden Daten zeigen, dafl die Variationskoeffizienten fur die erfindungsgema/te Methode B 
deutlich Kleiner sind als far die Methode A gemafi dem Stand der Technik. 

Beispiei 3 

Bestimmung von Digoxin 

A) Bestimmung ohne Zusatz einer detektierbaren Substanz 

Das Verfahren ist analog dem Beispiei 2 A), jedoch werden fUr das Konjugat Fab-Fragmente eines 
Antikorpers gegen Digoxin verwendet. Die Matrix besteht in diesem FaJI aus an die Festphase gebunde- 
nem Digoxin. Eine so erhaJtene Bchkurve zeigt Rg. 3. 

B) Bestimmung von Digoxin mit Zusatz einer detektierbaren Substanz 

Es wird wie unter 2 A) beschrieben vorgegangen unter Verwendung eines Bnsatzelementes gemaO Fig. 
1. Das Konjugatvlies in Kammer b ist zusatzlich mit Disulfinblau, wie in Beispiei 1 beschrieben, 
impragniert 

C) Vergleich der Ergebnisse nach A) und B) 
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Zum Vergleich der Ergebnisse nach Methods A) und Methode B) werden am geeignetsten die 
Variationskoeffizienten herangezogen. 

Hierzu werden jeweils n Bestimmungen mit Standardlosungen a, b und c mit bekannten Digoxin- 
Konzentrationen (2.03 ng/ml, 4.02 ng/ml bzw. 6.43 ng/ml) nach A) bzw. B) durchgefuhrt. Aus den 
5 Meflwerten Xa ftfr das Enzymsubstrat werden mittels der Eichkurve (Fig. 3) die zugehorigen Digoxin- 
Konzentrationen C A ermittelt. Bei Methode A) erhalt man hieraus direkt nach bekannten mathematischen 
Methoden den Variationskoeffizienten VK(A). Bei Methode B) wird zusatzlich zu dem Substratsignal ein 
Signal Xp fur das Disulfinblau gemessen. Aus den Einzelsignalen X F wird der fur die Testcharge gultige 
Mittelwert 5?f des Disulfinblaus berechnet. Uber die oben genannte Beziehung werden zu den jeweiligen 
io Meflwerten Xp und C A die zugehorigen korrigierten Digoxin-Konzentrationen Ckorrfgien ermittelt, wobei als 
analytspezifischer empirischer Faktor f der oben angegebene Wert von 0,5 eingesetzt wird. 

Mit diesen laflt sich der Variationskoeffizient VK(B) berechnen. Die Ergebnisse sind in folgender 
Obersicht zusammengestellt 

75 Standard Digoxin-Konzentration n . VK (A) VK (B) 

losung ng/ml % % 



20 a 2.03 SI 3.3 2.8 

. b 4 .02 32 7 .7 5 .4 

c 6.43 32 4.1 2.8 

25 

Die vorstehenden Daten zeigen, dafl die Variationskoeffizienten fur die erfindungsgema/te Methode B 
deutlich kleiner sind als fur die Methode A gemafl dem Stand der Technik. 

PatentansprUche 

30 

1. Heterogenes immunologisches Verfahren zur Analytbestimmung in einer Probe, bei dem mindestens 
ein Partner der immunologischen Reaktion von einem Tragermaterial gelost wird, wobei die analytent- 
haltende Probe mit einem von einem Tragermaterial gelosten, markierten analytspezifischen Partner 
einer immunologischen Reaktion inkubiert, mit einem Oberschufl des zu bestimmenden Analyten in 

35 einer gebundenen Form kontaktiert, der gebundene und der freie Anteil des so entstandenen Immun- 
komplexes getrennt und die Markierung im freien oder gebundenen Anteil gemessen wird, dadurch 
gekennzeichnet, dafl das Tragermaterial zusatzlich eine detektierbare, die immunologische Reaktion 
nicht beeinflussende Substanz enthalt die zusammen mit dem Partner der immunologischen Reaktion 
eluiert wird und man einen fUr die Konzentration der detektierbaren Substanz in der LSsung enthaltenen 

40 Meflwert mit dem Meflwert fUr die Anaiytkonzentration in der Probe korreliert. 



2. Verfahren gemMi3 Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dai3 die detektierbare Substanz anhand ihrer 
physikaJischen Eigenschaften detektierbar ist. 

46 3. Verfahren gemafl Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, da/3 als detektierbare Substanz eine 
fluoreszierende Verbindung oder ein Farbstoff eingesetzt wird. 

4. Verfahren gemafi Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dafl ais Farbstoff ein Patentblaufarbstoff 
eingesetzt wird. 

50 

5. Verwendung eines Tragermaterials, welches mit einem analytspezifischen Partner einer immunologi- 
schen Reaktion und einer detektierbaren, die immunologische Reaktion nicht beeirrflussenden, zusam- 
men mit dem Partner der immunologischen Reaktion eluierbaren, detektierbaren Subsatanz impragniert 
ist, in heterogenen immunologischen Verfahren zur Analytbestimmung in einer Probe gemafl Anspruch 

55 1. 



6. Verwendung eines Tragermaterials gemafl Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Substanz eine 
fluoreszierende Verbindung oder Farbstoff ist. 
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7. Verwendung eines Tragermaterials gema/3 Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daJ3 als Farbstoff ein 
Patentblaufarbstoff eingesetzt wird. 

8. Mittel zur immunologischen Analytbestimmung in einer Probe, enthaltend ein Tragermaterial, welches 
mit einem markierten analytspezifischen Partner einer immunologischen Reaktion und einer die 
immunologische Reaktion nicht beeinflussenden, zusammen mit dem Partner der immunologischen 
Reaktion eluierbaren, detektierbaren Substanz impragniert ist 

9. Mittel gemafl Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, da/5 die detektierbare Substanz eine fluoreszieren- 
de Verbindung Oder ein Farbstoff ist. 

10. Mittel gemafi Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet. daJ3 der Farbstoff ein Patentblaufarbstoff ist. 
Claims 

1. Heterogeneous immunological process for the analyte determination in a sample in which at least one 
partner of the immunological reaction is dissolved from a carrier material, whereby the analyte- 
containing sample is incubated with a labelled, analyte-specific partner of an immunological reaction 
dissolved from a carrier material, contacted with an excess of the analyte to be determined in a bound 
form, the bound and the free part of the immune complexes so formed separated and the labelling 
measured in the free or bound part, characterised in that the carrier material additionally contains a 
detectable substance not influencing the immunological reaction which is eluted together with the 
partner of the immunological reaction and one correlates a measurement value obtained for the 
concentration of the detectable substance in the solution with the measurement value for the analyte 
concentration in the sample. 

2. Process according to claim 1 , characterised in that the detectable substance is detectable on the basis 
of its physical properties. 

3. Process according to claim 1 or 2, characterised in that a fluorescing compound or a coloured material 
is used as detectable substance. 

4. Process according to claim 3, characterised in that an acid blue is used as coloured material. 

5. Use of a carrier material which is impregnated with an analyte-specific partner of an immunological 
reaction and a detectable substance not influencing the immunological reaction, elutable together with 
the partner of the immunological reaction, in heterogeneous immunological processes for the analyte 
determination in a sample according to claim 1. 

6. Use of a carrier material according to claim 5, characterised in that the substance is a fluorescing 
compound or coloured material. 

7. Use of a carrier material according to claim 6, characterised in that an acid blue is used as coloured 
material. 

8. Agent for the immunological analyte determination in a sample, containing a carrier material which is 
impregnated with a labelled, analyte-specific partner of an immunological reaction and a detectable 
substance not influencing the immunological reaction elutable together with the partner of the im- 
munological reaction. 

9. Agent according to claim 8, characterised in that the detectable substance is a fluorescing compound 
or a coloured material. 

10. Agent according to claim 9, characterised in that the coloured material is an acid blue. 
Revendlcatfons 

1. Precede" immunologique heteVogene pour la determination analytique d'un echantillon. dans lequel au 
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moins un partenaire de la reaction immunologique est dissous dans un materiau de support procede 
dans lequel I'echantillon contenant la substance k analyser est incube avec un partenaire d'une 
reaction immunologique qui est marqug, dissous dans un materiau de support, et specifique a la 
substance & analyser, est mis en contact sous une forme Ii6e avec une quantite en exces de la 
substance & determiner, la partie libre et la partie li£e de rimmunocomplexe ainsi forme sont separ£es 
et le marquage dans la partie libre ou li£e est mesure, caract£ris£ en ce que le materiau de support 
contient en outre une substance detectable, n'influengant pas la reaction immunologique, qui est eluSe 
conjointement avec le partenaire de la reaction immunologique, et que Ton effectue la correlation entre 
une grandeur de mesure obtenue pour la concentration de la substance h d§tecter dans la solution et 
la grandeur de mesure pour la concentration de la substance a analyser dans I'echantillon. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la substance detectable peut etre detectee en 
se basant sur ses proprietes physiques. 

3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que comme substance detectable, on met en 
oeuvre un compose fluorescent ou un colorant. 

4. Procede selon la revendication 3, caracterise en ce que le colorant mis en oeuvre est un alphazurin. 

5. Utilisation d'un materiau de support qui est impregne avec un partenaire d'une reaction immunologique 
qui est specifique a la substance a analyser et avec une substance detectable, n'influengant pas la 
reaction immunologique, eluable conjointement avec le partenaire de la reaction immunologique, dans 
un procede immunologique heterogene pour la determination d'une substance a analyser dans un 
echantillon, selon la revendication 1 . 

6. Utilisation d'un materiau de support selon la revendication 5, caracterisee en ce que la substance est 
un compose fluorescent ou un colorant. 

7. Utilisation d'un materiau de support selon la revendication 6, caracterisee en ce que comme colorant 
on utilise un alphazurin. 

8. Agent pour la determination immunologique d'une substance a analyser dans un echantillon, contenant 
un materiau de support qui est impregne avec un partenaire d'une reaction immunologique qui est 
marque et specifique a la substance a analyser, et avec une substance detectable, n'influengant pas la 
reaction immunologique, eluable avec le partenaire de la reaction immunologique. 

9. Agent selon la revendication 8, caracterise en ce que la substance detectable est un compose 
fluorescent ou un colorant. 

10. Agent selon la revendication 9. caracterise en ce que le colorant est un alphazurin. 
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